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蝴蝶兰精细胞的分离和收集 
伍成厚 1,2,*，赵玉辉 1，杨延红 1，田惠桥 1,* 
（1 厦门大学生命科学学院，福建厦门 361005；2 广州市园林科学研究所，广州 510405） 
摘  要：以蝴蝶兰（Phalaenopsis hybrid）为材料，观察授粉后花粉的萌发，并进行精细胞的分离和
收集。观察发现，蝴蝶兰花粉管萌发后营养核退化，生殖细胞进入花粉管，授粉后 5 d，生殖细胞尚处于
分裂期。通过授粉使花粉管在子房内发育，再利用 5% ~ 12%的甘露醇将花粉管直接爆破，成功分离出成
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Abstract：The germination of pollens and the isolation and collection of sperm cells were studied by 
using a Phalaenopsis hybrid in this paper. The results show that the nucleus of generative cell degenerated 
after the pollen germinated and the generative cell moved into the pollen tube. The generative cell was still 
in cell division after pollinated 5 days. Pollen tubes were induced in the ovary after manual pollination and 
the sperm cells were isolated from pollen tubes by immediately blowing up in a broken solution containing 
5%–12% mannitol. Four to five pairs of sperms could be collected within 30 mins by using a 
micromanipulator. The isolated pairs of two sperm cells shown significant differences in sizes and 
fluorescent intensities，that suggested both sperms have different futures. The successful isolation of sperm 
cells from Phalaenopsis would provide a solid basis for the studies of in vitro fertilization in orchid in the 
future. 
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（Lilium davidii）（陈钟颖 等，1995）、蓝猪耳（Torenia fournieri）（Keijzer et al.，1988）；一是活
体—离体技术（In vivo-in vitro technique），即培养出近似体内生长的花粉管，从而分离出发育成熟
的精细胞，这种方法在获得均一的精细胞群体等方面比较优越，可以实现精细胞的大量分离
（Shivanna et al.，1988；Tian & Russell，1997；Tian et al.，1998；Tian et al.，2001；陈素红 等，2004；




米（Zea mays）（Kranz & Lörz，1993）和水稻（Oryza sativa）（Uchiumi et al.，2007）两种植物上通
过精卵细胞的离体融合分别获得了再生植株。本研究中以蝴蝶兰杂交种（Phalaenopsis hybrid）为材
料，进行了精细胞的分离和收集，以为其离体受精研究提供参考资料。 
1  材料与方法 
1.1  试验材料 
蝴蝶兰杂交种（Phalaenopsis hybrid）引自中国科学院华南植物园，开紫红色花，种植在广州市
园林科学研究所的水帘温室。5—9 月在蝴蝶兰开花后分批进行人工授粉，每个花葶授基部 2 朵花，
剪除花葶其余部分。授粉后子房开始膨大时，以发育正常的子房作为试验材料。试验于 2005—2008
年进行，每年采用 50 ~ 60 株蝴蝶兰，每株授粉 1 个花葶。 
1.2  试验方法 
1.2.1  授粉后花粉发育的观察 
蝴蝶兰人工授粉后，定期剥取蕊柱腔中的四合花粉和子房内的花粉管，用双蒸水在倒置显微镜
下直接压片观察、摄影。用 4, 6–二氨基–2–苯基吲哚（4,6-diamidino-2-phyenylindole，DAPI）染
色细胞核，应用荧光显微镜（Leica DM R-60）蓝色光激发，观察荧光并照相。 
1.2.2  花粉管爆破分离精细胞 
精细胞的分离在厦门大学进行。将授粉后 30 ~ 60 d 正常膨大的蝴蝶兰子房纵向切开，用镊子从
中挑取花粉管直接浸入装在塑料培养皿中的花粉管爆破液中，爆破液均为试验当天新配的甘露醇，
进行 5%、7%、9%、10%和 12%甘露醇梯度试验，比较甘露醇浓度对蝴蝶兰精细胞分离的影响。在
Leica DM IRB 倒置显微镜下观察精细胞的分离过程。 
1.2.3  精细胞的收集和观察 
将爆破出的精细胞利用 Leica DC-180 显微操作仪移至精细胞观察液中。精细胞观察液为 0.1 
mg · mL-1 CaCl2、1 mmol · mL
-1 2–N–吗啡啉乙磺酸（MES）、60 ~ 90 mg · mL-1 甘露醇。释放出的
精细胞用倒置显微镜（Lcica DM IRB）观察，分离的成对精细胞通过荧光染料反应（Fluorochromatic 
reaction，FCR）来测定其活性，即用 0.5 mg · mL-1 的荧光素二醋酸酯（fluorescein diacetate，FDA）
以 1/100 的量进行处理后，用荧光显微镜（Lcica DM R-60）观察，拍照。应用 1 mg · mL-1 的 DAPI
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以 1/100 的量进行处理后染色显示细胞核。在 100 倍油镜下，用测微尺测量 20 对精细胞的直径，计
算两个精细胞的大小。 
利用 Leica DC-180 显微操作仪收集精细胞的群体。 
2  结果与分析 
2.1  蝴蝶兰授粉后花粉的萌发 
蝴蝶兰同一药囊内的所有四合花粉粘结在一起形成花粉块。授粉后蕊柱腔闭合，花朵即开始凋
谢，原本纤细的子房也随之慢慢膨大。花粉块在蕊柱腔内经水化作用，各四合花粉间的粘连明显减









粉后 5 d，刚萌发的花粉管中生殖细胞尚未分裂（图 1，5），在一些伸长的花粉管内生殖细胞已经
在进行分裂，但尚未形成精细胞（图 1，7）。 
2.2  蝴蝶兰精细胞的分离和收集 
从授粉后 30 ~ 60 d 的蝴蝶兰子房内取花粉管在甘露醇中爆破，均可直接分离出精细胞，以授粉
后 40 ~ 50 d 的花粉管分离出的精细胞较多。蝴蝶兰需要通过授粉刺激才逐步分化出胚囊，授粉后约
63 d 胚囊才发育成熟（伍成厚 等，2004；2006）。虽然蝴蝶兰在授粉后 30 ~ 60 d 均可以从子房内的
花粉管分离精细胞，但在胚囊发育接近成熟时，分离的精细胞是最接近受精状态的，故蝴蝶兰精细
胞分离的最佳时间应该是授粉后 50 ~ 60 d。 
进行了 5% ~ 12%甘露醇梯度试验，爆破 20 ~ 30 min 均可见到成对的精细胞。精细胞爆破出来
后，甘露醇浓度过高或过低对于保持其正常外形均不利，适宜的浓度在 8% ~ 9%。 
蝴蝶兰精细胞刚分离时呈椭圆形，在精细胞附近有营养细胞破裂的痕迹（图 1，8）。利用 Leica 
DC-180 显微操作仪收集精细胞的群体，30 min 可收集精细胞 4 ~ 5 对。分离的精细胞收集到一起一
段时间（0.5 ~ 1.0 h）后，两个精细胞逐渐变成圆球形（图 1，9）。 
2.3  蝴蝶兰成对精细胞之间的差异性 
分离的成对精细胞通常显示出大小的差异，成对精细胞的直径分别为（7.9 ± 1.3）μm 和（6.9 ± 1.3）
μm。也有极少数花粉管释放出的一对精细胞大小很难区分（图 1，10、11）。 
精细胞经 FDA 检测具有绿色荧光，虽精细胞经显微操作仪收集 3 ~ 5 s 绿色荧光即消退，两个
精细胞荧光强度仍有一定差异（图 1，12、13）。DAPI 染色观察整个精细胞均呈现蓝色荧光，成对
的两个精细胞一个荧光较强，而另一个则较弱，显示出明显的不同（图 1，14、15）。 
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图 1  蝴蝶兰花粉的萌发、精细胞的分离和收集 
1. 花粉块及萌发的花粉管；2. 游离的花粉小块和四合花粉；3. 刚萌发的花粉管；4，5. 萌发较长的花粉管及其 DAPI 荧光； 
6，7. 授粉后 5 d 花粉管先端及其 DAPI 荧光；8. 刚分离的一对精细胞；9. 利用显微操作仪收集精细胞群体； 
10，11. 成对的精细胞；12，13. 精细胞及其 FDA 荧光；14，15. 精细胞及其 DAPI 荧光。 
Fig. 1  The pollen germination and the isolation and collection of sperm cells in Phalaenopsis hybrid 
1. Pollinia and germinated pollen tubes；2. A pollinium and a tetrad；3. Pollen tubes just germinated；4，5. A long pollen tube and the 
fluorescence of DAPI；6，7. The front of a pollen tube and the fluorescence of DAPI after pollinated five days； 
8. A pair of sperm cells just bursted；9. Collecting sperm cells by a micromanipulator； 
10，11. Pairs of sperm cells；12，13. A pair of sperm cells and the fluorescence  
of FDA；14，15. A pair of sperm cells and the fluorescence of DAPI. 
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3  讨论 
3.1  兰花精细胞分离的适宜方法 
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